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Patentanspruche: 

1. Bifunktionell vcrnetzte Insulinderivate, in 
wclchen die a-Aminogruppe von Glycin M der 5 
A-Kette mit der f-Aminogruppe von Lysm 829 
der B-Kette durch eine Dicarbonsaurebriicke der 
Formel 

-C— X - C - 



(I) 



O 



o 



verkniipft ist, wobei X fur eine direkte Kohlen- 
stoff-Kohlenstoff-Bindung, eine aliphatische Koh- 
lenwasserstoffkette mit 1 bis 15 C-Atomen, in der , 5 
gegebenenfalls ein oder mehrere KohlenstofTatome 
durch Heteroatome oder Heteroatomgruppen 
ersetzt sind, und deren weitere Valenzen entweder 
nur mit Wasserstoffatomen oder mit WasserstofT- 
atomen und hydrophilen Gruppen abgesattigt zo 
sind, steht. 

2. Verfahren zur Heibiciiung von bifunktionell 
vernetzten Insulinderivaten, in welchen die 
a-Aminogruppe von Glycin A1 der A-Kette mit 
der f-Aminogruppe von Lysin 829 der B-Kette 25 
durch eine Dicarbonsaurebriicke der Formel 
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verkniipft ist, wobei X fur eine direkte Kohlen- 
stoff-Kohlenstoff-Bindung, eine aliphatische Koh- 
lenwasserstoffkette mit 1 bis 15 C-Atomen, in 
der gegebenenfalls ein oder mehrere KohlenstofT- 
atome durch Heteroatome oder Heteroatomgrup- 35 
pen ersetzt sind, und deren weitere Valenzen ent- 
weder nur mit Wasserstoffatomen oder mit Was- 
serstoffatomen und hydrophilen Gruppen abge- 
sattigt sind, steht, dadurch gekennzeichnet, daB 
man Insulin mit aktivierten Derivaten von Di- 40 
carbonsauren der allgemeinen Formel 



D.Levy und F. H. Carpenter, Biochemistry 
6, 3559 [1967]; D. G. Lindsay und S Shall' 
Biochem. J., 121, 737 [1971]; B. Africa und F. H 
Carpenter, Biochemistry, 9, 1962 [1970]). 

Uber eine therapeutische Verwendung dieser Um- 
setzungsprodukte von Insulin mit monofunktionel- 
!en Reagenzien ist bisher jedoch noch nichts bekannt- 
geworden. 

Bei der Umsetzung von Insulin mit bifunktionellen 
Reagenzien konnten bisher nur heterogene Mischun- 
gen und keine einheitlichen Reaktionsprodukte erhal- 
ten werden (s. zum Beispiei DL-PS 10002; H. Zahn 
und J. Meienhofer, Makromol. Chem., 26, 153 
[1958]). Hierbei reagierten die Reagenzien immer 
mit verschiedenen funktionellen Gruppen des Insu- 
linmolekuls, und neben monomeren Derivaten ent- 
standen auch hohermolekularc Produkte mit unbc- 
stimmtem Polymerisationsgrad (s. zum Beispiei DL- 
PS 10 002). 

Die beiden bisher bekannten einheitlichen Insu- 
linderivate mit einer mrramniekularen m-Pheuyicn- 
dithiocarbamoylbriicke erwiesen sich als biologisch 
inaktiv (D. Brandenburg, H. G. G a 1 1 n e r, 
M. Weinert, L Herbertz, H. Zahn und 
A. Wollmer, Diabetes, Proc. 7th Congress Int. 
Diabetes Fed. Buenos Aires, 1970. Excerpta Medica 
Int. Congr. Series, 231, 363 [1971]). 

Es wurde gefunden, daB die neuen, bifunktionell 
vernetzten Insulinderivate, in welchen die a-Amino- 
gruppe von Glycin M der A-Kette mit der f-Amino- 
gruppe von Lysin 829 der B-Kette des Insulinmole- 
kiils durch eine Dicarbonsaurebriicke der Formel 



45 



wobei X die oben angegebene Bedeutung besitzt 
und Y Tiir einen die Carbonsauregruppe akti- 
vierenden Rest steht, in polaren organischen Lo- 
sungsmitteln oder in Mischung organischer L6- 
sungsmittel mit Wasser, in Gegenwart von Pro- 50 
tonenakzeptoren unter Verdunnungsbedingungen 
umsetzt und die erhaltenen Reaktionsprodukte 
durch Trennverfahren isoliert, die einmal nach der 
MolekiilgroOe und zum anderen nach der Ladung 
differenzieren. < s 

3. Arznetmittel, gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an mi^Hf-:* — r... .,1;,, i .-. . 



c — X - c — 

II . II 

o o 
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verkniipft ist, wobei X fur eine direkte KohJenstoff- 
Kohlenstoff-Bindung, eine aliphatische Kohlenwas- 
serstoffkette mit 1 bis 15 C-Atomen, in der gege- 
benenfalls ein oder mehrere KohlenstofTatome durch 
Heteroatome bzw. Heteroatomgruppen ersetzt sind, 
und deren weitere Valenzen entweder nur mit Was- 
serstoffatomen oder mit WasserstofTatomen und 
hydrophilen Gruppen abgesattigt sind, steht, cine 
hohe zuckersenkende Wirkung aufweisen. 

Weiterhin wurde gefunden, daO man vernctzte 
Insuline, in welchen die a-Aminogruppe von Glycin Al 
mit der f-Aminogruppe von Lysin" 29 durch eine 
Dicar K onsaurebriicke der Formel I verkniipft ist. 
wobei X die oben angegebene Bedeutung besitzt, 
erhalt, wenn man Insulin mit aktivierten Derivaten 
von Dicarbonsauren der allgemeinen Formel 



- (/ 
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Fs isi herein bekanntgeworden, da!3 s;Ji !:r. 
mittels monofunktionellcr Reagenzien chemisch modi- 
*•/'? 1 [\ t ; . * ■ , r ;\. . . 

■■g-^he I ; ha ft en besit:e:i is /urn BeispH 



■■-l:, .;i p« \a; e:i , i,m;h^.Iu':i I « 'Mingsmitteln 
nicr m Mischung <<rgamscher Losungsmittel mit 
Wasser, in Gegenwart von Protonenakzeptorcn unter 
Verdiinnunij.shedin yun rcn 'unvrT/t und die erhal 
• -I' : \: > " • - ■ ih: ':: 

...de;e:i r„u h der I adung dilfercn/ieren. 

f'hcrras^her.dcrAeise werden bci der ei tiiuiunrs- 
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gemaBen Vernetzungsrcaktion allein intramolekular 
vcrnetzie Insulinderivate gebildet, in dcnen die Amino- 
gruppen von Giycin M und Lysin 829 verkniipft sind. 
So konnte auf den tcrnporarcn Schutz der Phenyl- 
alanin B1 -Aminogruppe verzichtet werden, obwohl 5 
nach dem Stand der Technik erwartet werden muBte, 
daQ diese Aminogruppe in hohem AusmaB substi- 
tuiert wiirde (D. G. Lindsay und S. Shall, Bio- 
chem. J., 121, 737 [1971]; D. Levy und F. H. 
Carpenter, Biochemistry, 6, 3559 [1967]). , 0 
Ebenso unerwartet ist, daB Nebenreaktionen an 
Tyrosin- und Serin-OH-Gruppen (H. Zahn und 
F. Schade, Angew. Chem., 75, 377 [1963]) nicht 
auftraten. 

Es ist femer sehr iiberraschend, daB die erfindungs- 15 
gemaBen Insulinderivate eine hohere blutzucker- 
senkende Wirkung a!s die meisten monofunktioncll 



substituierten, bekanntcn Insulinderivate besitzen und 
eine wescnthch hohere blutzuckersenkende Wirkung 
als die bisher bckanntgewordcnen bifunktionell ver- 
netzten Insuline aufweisen. 

Besonders gunstig ist der unerwartete Befund, daB 
die erfindungsgemaBen Insulinderivate aus zinksalz- 
haltigen Losungen kristallisiert werden konnen. So 
ergibt sich die Mogliehkeit einer Applikation in Form 
von Kristallsuspensionen, die bei Insulin bekanntlich 
im Hinblick auf eine protrahierte Wirkung angewandt 
wird. 

Die erfindungsgemaBen Stoffe stellen somit eine 
Bereicherung der Pharmazie dar. 

Verwendet man Rinderinsulin und Adipinsaure- 
bis-p-nitrophenylester als Ausgangsstoffe, so kann 
der Reaktionsablauf durch das folgende vereinfachte 
Formelschema wiedergegeben werden: 



1 I I 21 

H 2 N — Gly ■ Cys — Cys- Cys - -Cys— Asn 



A-Kette 
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Phe 
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- Cys 



Cvs 



In den Formeln I und II steht X vorzugsweise fur 
~ (CH 2 ) n — , wobei n eine ganze Zahl sowie Null 
bedeuten kann. Y steht vorzugsweise fur gegebcnen- 
fails substituiertes Phenoxy. 

Die erfindungsgemaB verwendbaren bifunktionel- 
len Verbindungen sind bereits bekannt oder kon- 
nen nach bekannten Verfahren hergestellt werden 
(H. Zahn und F. Schade, Chern. Ber., 96, 1747 
[1963]; J. Schnell und H. Zahn, Kolloid-Z 
203, 27 [1965]; H. Zahn und M. Bahra, For- 
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aktiviert ist, wie Adipinsaure-bis-p-nitrophenylester, 
Pimelinsaure - bis - N - hydroxysuccinimidester, Kork- 

50 saure - bis - 2,4,5 - tnchlorphenylester, Sebacinsaure- 
bis-pentachlorphenylestcr, sowie Aminosauren, die 
zwei Carboxylgruppen in aktivierter Form besitzen 
und in denen die Aminogruppe^n) geschiitzt ist, wie 
N,N' - Bis- tert.-butyloxycarbonyl-cystin-bis -2,4,5 - tri- 

55 chlorphenylester, N - Benzyloxycarbonyl - glutamin- 
saure-rz,>'-bis-p-nitrcphenylester. 

Als Insuline konnen hcispiclsweise vrrwi^.'r 



■\!s Be:spicle seien genannt 

Derivatc aliphatischer D^arSnsu urc;i df, aiice- 
meinen Forme! 



.;v.n i nsui in 1 us 1, s^wie Mischungcn diescr Leungs 
ruttel mit Washer. Ms Bcispiele seien Dimethvlsulf- 
oxyd und Lhmethylformamid genannt. 

AN fv,.f v-p'.-r— , V ^P>*n a!!e ^ l ~ • > -;- ' 

N M :h ; 'rp.^rphi v.n ui:e Ict/tcrc vi»rzu gs'A c;>c 
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bcim Arbeitcn mit optisch aktiver Carbonsaure zur 
Vermeidung von Racemisierung), beim Arbeiten in 
Gegenwart von Wasser auch Alkalihydroxyde, Hy- 
drogencarbonate oder Carbonate, wie Natriumhy- 
drogencarbonat oder Natriumcarbonat. 5 

Im allgemeinen arbeitet man bei Temperaturen 
zwischen 0 und 40° C, vorzugsweise bei 18 bis 25° C. 

Die Reaktionen werden ublicherweise bei Normal- 
druck durchgefuhrt. 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Ver- l0 
fahrens setzt man auf 1 Mol Kristallinsulin oder 
amorphes Insulin 1 bis 2 Mol, vorzugsweise 1,2 bis 
1,3 Mol, des aktivierten Dicarbonsaurederivates ein, 
und zwar so, daB in die verdiinnte Losung des Insulins 
die Losung des aktivierten Derivates Iangsam einge- 15 
tropft wird, ublicherweise wahrend 1 bis 5 Stunden. 
Sodann laBt man die Reaktionsmischung noch meh- 
rere Stunden, gegebenenfalls unter Ruhren, stehen. 
Gunstig, jedoch nicht notwendig, ist Licht- und 
SauerstofTausschluB, d. h. Arbeiten im Dunkeln und 20 
unter Schutzgas (z. B. Stickstofl) zur Vermeidung 
von Nebenreaktionen (z. B. von oxydativen Schadi- 
gungen des Insulins). 

Die Aufarbeitung erfolgt entweder durch Ausfal- 
len der Insulinderivate durch Zugabe von mit dem 
Losungsmittel mischbaren Losungsmitteln, welche 
die Eigenschaft besitzen, die Insulinderivate auszu- 
fallen, beispielsweise Methanol und Ather. Man kann 
auch die Reaktionslosung im Dialyseschlauch gegen 
Wasser dialysieren und so die Insulinderivate abtren- 
nen. Zum Abbruch der Reaktion kann vor Beginn 
der Dialyse angesauert werden, z, B. mit Essigsaure. 
Als gunstig hat sich auch eine Dialyse gegen ver- 
diinnte Ammoniumbicarbonatlosung erwiesen, wobei 
restliche aktivierte Gruppen der Dicarbonsaure 35 
aminolysiert werden. 

Nach der Dialyse wird entweder direkt lyophili- 
siert, oder das Insulinderivat wird durch Einstellung 
des pH-Wertes auf den isoelektrischen Punkt aus- 
gerallt. - A0 

Das Praparat wird sodann entweder feucht oder 
nach Trocknung mittels eines Verfahrens fraktio- ' 
niert, das Molekiile nach dem Molekulargewicht 
trennt, vorzugsweise durch Gelchromatographie unter 
Bedingungen, bei denen Insulin und die Derivate 45 
nicht aggrcgieren. Zum Bcispiel wird hierbei Sepha- 
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dex G-50 fine in 10%iger Essigsaure verwendet. Das 
nach Dialyse und Gefriertrocknung erhaltene Pra- 
parat (Monomerfraktion 3, vgl. Beispiele) wird weiter 
nach Verfahren fraktioniert, die Molekiile nach der 
Ladung auftrennen. Hierzu konnen Ionenaustausch- 
chromatographie oder elektrophoretische Verfahren 
dienen. Vorzugsweise wird im saurcn Medium eine 
Ionenaustauschchromatographie angewandt, z. B. an 
SE-Sephadex A25 bei pH 3,0 in Essigsaure/7 M Harn- 
stoffmit einem NaCl-Gradienten. 

Das nach Dialyse, Gefriertrocknung und (eventuell 
erforderlichem) Entsalzen mittels Gelfiltration, z, B. 
an Sephadex G 25, oder durch isoelektrisches Um- 
fallen erhaltene Produkt kann, falls erforderlich, 
durch Ionenaustauschchromatographie in schwach 
alkalischer Losung, z. B. an DEAE-Sephadex A 25 
bei pH 8,4, nachgereinigt werden. 

Als neue Wirkstoffe seien im einzelnen genannt: 

N aA1 ,N' B29 -Oxalylinsulin (Rind), 
N aM ,N cB29 -Succinylinsulin (Rind), 
N 3A \N' B29 -GIutaryIinsuIin (Rind), 
N aAI ,N rR7Q -Adipoyiinsulm (Rind, Schaf), 
N aM ,N cB29 -PimeloylinsuIin (Rind), 
N aM ,N £B29 -SuberoyIinsuIin (Rind), 
N aM ,N cB29 -Azelaoylinsulin (Rind), 
N aM ,N cB29 -SebacoyIinsulin (Rind, Schwein), 
N a Ai ,N £ B29 -UndecandioylinsuIin (Rind), 
N aA1 ,N eB29 -Dodecandioy!insulin (Rind), 
N ttAI f N eB29 -TridecandioylinsuIin (Rind), 
N aA1 I N eB29 -(N 1 N'-Bis-tcrt.-butyIoxycarbonyl). 

L-cystinylinsulin (Rind), 
N aA1 ,N £ B29 -L-Cystinylinsulin (Rind), 
N aM ,N £B29 -N-BenzyIoxycarbonyl-L-glutamyl- 

insulin (Rind), 

N aA1 ,N' B : 29 -L-GlutamyIinsulin (Rind). 

Chemischer Strukturbeweis fur die kovalent 
vernetzten Insulinderivate 

a) Insulin und alie Derivate, in denen Amino- 
gruppen rnonofunktionell substituiert sind, geben 
bei der Spaltung der Disulfidbindungen, z. B. durch 
oxydative Sulphitolyse (L. B a i I e y und R. D. C o I e, 
J. Biol. Chemistry, 234, 1733, [1959]), die getrennten 
A- und B-Ketten als S-Sulfonate. Vereinfachtes 
Schema: 



Sulphitolvsc 
AB(SS) 3 — - A(SSQ 3 -) 4 + B(SS0 3 - 



insulin 



A-Kette 



B-Kette 



Bei einem mittels einer bifunktionellen Briicke zwischen Glycin 41 und Phenylalanine oder Lvsin 329 ver- 
knupften Insulinderivat darf nur ein Kettenderivat nach der Spaltung auftreten: 



-AR(SS) 3 



Sulphitolyse 



■A(5S0 3 - ) 4 



Hf 1 



Alle Praparate (Beispiele 1 his 4, 6 bis { )) v>;;rdc 



Hav.!- 
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schen Glycin M und Phenylalanin H1 befindet, gclang 
durch enzymatischen Abbau dcr vernetzten Ketten- 
derivate mittels Trypsin und wird durch Endgruppen- 
bestimmung bestiitigt. 

Adipoyl-A-ketten-tetra-S- sulfonat -B- ketten -bis- 

S-sulfonat wurde mit Trypsin nach S.S.Wang 
und F.H. Carpenter, Biochemistry, 6, 215 
(1967), gespalten. Die Spaltprodukte wurden nach 
der Gefriertrocknung durch Papierelektrophorese bei 
pH 2 (2,4 M Ameisensaure/7 M HarnstofT) aufge- 
trennt (s. Fig. 1, Nr. 3). 

Es wurden nur die zwei in der folgenden Tabelle 
angegebenen Spaltpeptide gefunden. Alle anderen 
vernetzten Insuline (Beispiele 1 bis 4 und 6 bis 9) 
eaben bei der elektrophoretischen Analyse und End- 
gruppenbestimmung gleiche Resultate. 

Die nun folgende Tabelle zeigt die Aminosaure- 
zusammensetzung des aus Adipoylinsulin durch oxy- 
dative Sulphitolyse erhaltenen Derivates N 3A \N cB29 - 
Adipoyl - A - ketten - tetra - S - sulfonat - B - ketten - bis- 
S-sulfonat (A— Ad — B) und der daraus gewonnenen 
trvptischen Spaltpeptide N* A1 ,N tB:9 -Adipoyl-A-ket- 
ten-tetra-S -sulfonat- B (23 bis 30) [Bezeichnung: 
A— Ad — B (23 bis 30)] und B(l bis 22)-bis-S-sulfo- 
nat [Bezeichnung: B (1 bis 22)]. 

Aminosiiureanalyse nach Moore und Stein, 
Hydroiysendauer: 4S Stunden, bei 1I0°C. Alle Werte 
sind unkorrigiert und bezogen auf Glycin. 



Aminosaurc 


A— Ad— B 


A — Ad — B 
(23 bis 30} 


B 

(1 bis 22) 


LYS 


1,08 . 


0,97 


0 


HIS 


2,05 


0 


+ 


ARG 


1,04 


0 


1,16 


ASP 


3,43 


1,95 


0,81 


THR 


1,13 


1,07 


1,69 


SER 


2,80 


1,73 


1,28 


GLU 


6,80 


3. 72 


1,34 


PRO 


1,48 


-r 


0 


GLY 


4,00 . " " 


2,00 


2,00 


ALA 


3,28 


7,00 


0,90 


Halbcystin 


4,72 


3,61 


f 


VAL 


5,06 


1, 7 0 


4,05 


ILE 


0,70 


0 


0 


LEU 


6,33 


1,91 


3,70 


TYR 


4,10 


2.68 


0,71 


PHE 


3,14 


2,03 


1,50 


Das Zcichcn 


bedeutet vorhanden, jedoch n 


cht quantHa 


beslimmL 








B (23 bis 30) = 


A minosa uresequenz 


23 bis 30 dcr I 


S-Kette. 


B ( 1 bis 22) = 


Aminoiiauresequen/ 


1 his 22 dcr B 





3 den hieraus durch Trypsinabbau erhaltenen Spalt- 
peptiden und 

4. den aus Insulin-B-Ketten-S-suIfonat mit Trypsin 
erhaltenen Spaltpeptiden. B (1 bis 22) (links) und 
5 B (23 bis 29) (rcchts). 

Angefarbt wurde hierbei mit diazotierter Sulfanil- 
saure. Die Pfeilmarkierung soil die Startlinie der 
Elektrophoresen markieren. 
io Die F i g. 2 zeigt das Elutionsdiagramm der Gel- 
chromatographie von etwa 600 mg rohem Azelaoyl- 
insulin (Beispiel 8) an einer Saule (Dimensioned 
5 x 150 cm) mit Sephadex G-50 fine in 10%iger 
Essigsiiure. Durchlaufgeschwindigkeit 100 ml, Stunde, 
1 5 Fraktionen zu 12 ml. 

Abszisse: Fraktionsnummer. 
Ordinate: Extinktion bei 254 nm, 
Fraktion 1 enthalt oligomere, Fraktion 2 haupt- 
sachlich dimere, Fraktion 3 monomere Insulinderi- 
20 vate. Die Elutionsdiagramme der Gelchromatogra- 
phie der anderen bifunktionell vernetzten Insulin- 
derivate zeigen einen ahnlichen Verlauf. 

F i g. 3 zeigt das Elutionsdiagramm der lonen- 
austauschchromatographie von 320 mg rohem Suber- 
25 oylinsulin (Beispiel 7, Fraktion 3) an einer Saule 
(Dimensionen 1,5 > 45 cm) mit SE-Sephadex bei 
pH 3,0. Linearer Natriumchloridgradient, Puffer siehe 
Aneaben bei Beispiel 1. Durchlaufgeschwindigkeit 
30 "bis 35 ml/Stunde, Fraktionen zu 6,8 ml, Extink- 
30 tionsmessung bei 254 nm. 

Abszisse: Fraktionsnummer. 
Ordinate: NaCl-Konzentration in Mol/1. 
Fraktion mit dem Maximum bei Fraktionsnum- 
mer 60; Gesuchtes Insulinderivat mit Briicke zwi- 
35 schen Glycin* 1 und Lysin 829 . Die Elutionsdiagramme 
der Ionenaustauschchromatographie der anderen bi- 
funktionell vernetzten Insulinderivate zeigen einen 
ahnlichen Verlauf. 

F i g. 4 zeigt das UV-Spektrum von amorphem 

40 Insulin ( -), Konzentration = 0,767 mg/ml, 

" und Glutarylinsulin ( ), Konzentration 

= 0,636 me/ml, in 0.05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung, pH 8,2. 

Ordinate: Extinktion. 
45 Abszisse: Wellenlange in nm (Nanometer). 

Die neuen Wirkstoffe weisen eine blutglucose- 
senkende Wirkung auf. Sie eignen sich deshalb zur 
Behandlung von Diabetikern im allgemeinen und 
besonders solchen, die infolge Antikorperbildung 
^0 gegen Rinder- und/oder Schweineinsulin hohe Dosen 
herkommlicher Insulinpraparate benotigen, deren 
Bedarf aber erfahrungsgemaB nach Umstellung auf 
ein neues Praparat, gegen das keine Antikorper 
gebildet werden, durch niedrigere Dosen zufrieden- 
v 55 stellend gedeckt ist. 

Die neuen Wirkstoffe konnen in bekannter Weise 
in die ublichcn Formulicrungcn iibergcfuhrt werden, 
wie Losungen und Suspensionen, besonders Kristall- 
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glucosesenkung bei Ratten nach subcutaner Injektion 
von Praparaten mit unbekanntcr Insulinwirksamkeit 
und der Blutglucosesenkung nach subcutaner Injek- 
tion von Insulin mit bekanntem WirkstofTgehalt wird 
die blutglucosewirksame Insulinaktivitat der Insulin- 5 
derivate ermittelt. Einzelheiten s. H. Zahn, 
E. Drechsel und W. Puis: Hoppe Seylers Z., 
Physiol. Chem., 349, 385 bis 389 (1968). 

In der nun folgenden Tabelle wird die blutglucose- 
wirksame Insulinaktivitat einiger erfindungsgemaGer io 
Verbindungen in Prozent vom Insulinstandard 
(25,4 IE 'mg) angegeben: 



WirlcstofT 




Blutglucose- 
wirksame 
Insulinakti- 
vitat 1 mg in 
Prozent -rom 
Insulin- 
standard 
C5.4 lE/mg) 


XTlAI 

IN ,1N" 


B:9 -Oxaiyiinsulin (Rind) 


52 


N sA1 N £ 


B29 -Glutarylinsulin (Rind) 


32 


N aA \N e 


B29 -Adipoy!insulin (Rind) 


41 


N aA1 ,N £ 


B29 -Pimeloylinsulin (Rind) 


35 


N 3A \N £ 


B29 -Suberoylinsulin (Rind) 
B29 -AzeIaoylinsulin (Rind) 
B29 -Sebacoylinsulin (Kind) 


100 


N aA \N e 


100 


N lA \N c 


61 



B e i s p i e 1 1 

N aA \N' B29 -OxaIylinsulin (Rind) 35 

Eine Losung von 640 mg (100 -iMol) kristallinem 
Rinderinsulin und 150 pd Triathylarnin in 75 ml Di- 
methylsulfoxid wurde unter Ruhren bei Raumtem- 
peratur tropfenweise mit einer Losung von 39,8 mg 40 
(120u.Mol) Oxalsaure-bis-p-nitrophenylester in 5 ml 
Dimethylsulfoxid innerhalb von 4 Stunden versetzt. 
Die Reaktionslosung stand noch 60 Stunden bei 
Raumtemperatur und wurde dann zunachst 2 Stun- 
den gegen flieBendes Wasser und anschlieBend zwei- 45 
mal jeweils 1 Stunde gegen 1 1 0,05 M Ammonium- 
bicarbonatlosung dialysiert. Die Losung wurde mit 
verdiinnter HC1 auf pH 4,9 angesauert, das ausge- 
fallene Protein abzentnfugiert und mit Wasser gc- 
waschen. Das feuchte Produkt wurde in 3 ml Eis- 50 
essig und 17 ml Wasser gelost und an einer Saule 
(5 x 150 cm) mit Sephadex G-50 fine in 10%iger 
Essigsaure chromatographies. Das Eluat wurde in 
3 Fraktionen (vgl. Fig. 2) viermal gegen je 1 1 
dest. Wasser dialysiert und anschlieOend lyophilisiert. 55 

A us wa a gen 

Fraktion 1 



Die Elution erfolgte mittels eines linearen Gra- 
dienten aus 250 ml StartpufTer und 250 ml Zulauf- 
puffer, der die gleiche Zusammensetzung wie der 
StartpufTer besaD, jedoch 0,2 M an NaCl war. Das 
Eluat unter dem Maximum (schraffierter Teil, vgl. 
Fig. 3) wurde dreimal je 1 Stunde gegen 1 1 dest. 
Wasser dialysiert und lyophilisiert. Der Ruckstand 
wurde durch Chromatographic an einer Saule 
(3 x 60 cm) mit Sephadex G-25 in 0,05 M Ammo- 
niumbicarbonatlosung von restlichem Salz und Harn- 
stoff befreit und das Eluat lyophilisiert. 

Ausbeute: 98,2 mg (15% der Theorie). 

f 278 = 5490 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung, pH 8,2) (vgl. Fi g. 4). 

Papierelektrophorese bei pH 2: Einheitlich. 

R Jni (elektrophoretische Beweglichkeit, bezoeen auf 
Insulin) - 0,74. 

Freie Aminogruppen (Dansylchloridmethode nach 
W. R. Gray, Methods in Enzymology, Bd. 11, 139, 
[1967]): Phenylalanin Oxalyiinsulin kristallisiert aus 
zinkionenhaltigem Citratpuffer (J. Schlicht- 
krull, Acta Chem. Scand. 10, 1455 [1956]) in 
Fuim von kieinen Prismen. 

B e i s p i e 1 2 

N TaA \N tB29 -Succinylinsulin (Rind) 

640 mg krist. Rinderinsulin wurden innerhalb von 
3 Stunden mit 43,2 mg (120 u.Mol) Bernsteinsaure- 
bis-p-nitrophenylester unter den im Beispiel 1 be- 
schriebenen Bedingungen umgesetzt. Aufarbeitung 
und Gelchromatographie erfolgten ebenfalls wie im 
Beispiel 1 beschrieben. 

Auswaagen 

Fraktion 1 90 mg 

Fraktion 2 105 mg 

Fraktion 3 411 mg 

(64,2% der 
Theorie) 

410 mg der Fraktion 3 wurden, wie bei Beispiel 1 
beschrieben, an SE-Sephadex chromatographiert und 
aufgearbeitet. Die Hauptfraktion (schraffiert, vgl. 
Fig. 3) gab nach der Chromatographic an Sephadex 
G-25 139 mg (21,7% der Theorie) Succinylmsulin. 

f273 = 5540 (in 0,05 M Ammoniumbiearbonat- 
losung, pH 8,2). 

Papierelektrophorese bei pH 2: Einheitlich. 

R,,, = 0,77. 

Freie Aminogruppen : Phenylalanin. 
Kristallform : Sphansche Partikeln. 

Beispiel 3 
N 3A1 ,N tB29 -GlutaryIinsuIin (Rind) 

640 mg krist. Rinderinsulin wurden mit 44,8 mg 
(120 uMol) Glutarsaure-bis-p-nitropheny'ester unter 
den im Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen umge- 
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aufgearbeitet. Nach dem Entsalzen durch Gelfiltra- 
tion an Sephadex G-25, gefolgt von isoelektrischem 
Umfallen bci pH 4,8, wurden aus der Hauptfraktion 
(vgl. Fig. 2) 110,3mg (17,3% der Theone) Glut- 
arylinsulin erhalten. 5 

''2?8 = 5400 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung). 

Papierelektrophorese bci pH 2: Einheitlich. 
*/„ - 0,74. 

Freie Aminogruppen: Phenylalanin. I0 
Kristallform: Verfilzte kleine Nadeln. 



B e i s p i e 1 4 

N jA1 ,N fB29 -Adipoylinsulin (Rind) ^ 

a) 1,27 g (200 ^MoI) krist. Rinderinsulin wurden 
in 140 m! Dimethylsulfoxid in Gegenwart von 0,3 ml 
Tnathylamin unter Riihren bei Raumtemperatur 
tropfenweise mit einer Losung von 93,2 mg (240 uMol) 20 
Adipinsaure - bis - p - nitrophenylester in 5 ml Di- 
methylsulfoxid versetzt. Narh 60sti indi a em Stehen 
bei Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung wie 
bei Beispiel i beschrieben aufgearbeitet. Nach der 
Gelchromatographie an Sephadex G-50 fine in 25 
10%iger Essigsaure wurden erhalten: 

Fraktion 1 304 mg 

Fraktion 2 335 mg 

Fraktion 3 587 mg 

(46,2% der 30 
Theorie) 

580 mg der Fraktion 3 wurden in zwei gleichen 
Anteilen an SE-Sephadex chromatographies wie irn 
Beispiel 1 beschrieben. Die Hauptfraktionen (vgl. 35 
F i g. 3) wurden nach der Gefriertrocknung ver- 
einigt und durch Gelfiltration (s. Beispiel ll entsalzt. 

Ausbeutc: 294 mg (23% der Theorie) Adipoylinsulin. 

e 2i6 l ~ 5650 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung, pH 8,2). 4Q 

Papierelektrophorese bei pH 2: Einheitlich 

*/« = °> 73 - : . . 

Freie Aminogruppe: Phenylalanin. 
Kristallform: Kleine Nadeln sowie spharische Par- 
tikeln. 

b) Zu einer Losung von 120 mg (18,7 uMol) krist. 
Rinderinsulin in 15 ml Dimethylsulfoxid und 30 J 
Triathylamin wurden innerhalb von 2 Stunden 7,8 me 
(20 fiMol) Adipinsaure - bis - p - nitrophenylester in 
2,5 ml Dimethylsulfoxid unter Riihren getropft. An- 50 
schheOend wurden weitere 7,8 mg Ester in 2,5 ml 
Dimethylsulfoxid innerhalb von einer Stunde zuge- 
tropft. Die Reaktionslosung wurde sofort mit Metha- 
nol/Ather versetzt, das ausgefallene Insulinderivat 
mit Methanol/Ather (1:9) gewaschen und kurz im 55 
Vakuum getrocknet. Dann wurde in einem Gemisch 
aus 1 ml Eisessig und 9 ml Wasser eelost und r:f 
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Beispiel 5 

N' A1 ,N' B29 -AdipoylinsuIin(SchaO 
Zu oner Losung von 320 mg krist. SchaHnsulin 
(50 uMol) in 35 ml Dimethylsulfoxid und 75 <J Tri- 
athylamin wurde unter Ruhren bei Raumtemperatur 
erne Losung von 23,3 mg (60 uMol) Adipinsaure-bis- 
p-nitrophenylester in 4 ml Dimethylsulfoxid inner- 
halb von 4 Stunden getropft. Die Reaktionsmischung 
stand noch 48 Stunden bei Raumtemperatur und 
wurde dann wie im Beispiel 1 angegeben aufgearbei- 
tet. Das Rohprodukt wurde an Sephadex (Saule: 
3 x 200 cm) wie im Beispiel 1 chromatographies. 

Auswaagen 

Fraktion 1 88 mg 

Fraktion 2 74 mg 

Fraktion 3 94 mg 

(29,4% der 
Theorie) 

Die Fraktiun 3 enthieit nach der quantitativen 
Papierelektrophorese 59% V M ,N cB29 -Adipoylinsulin. 

Beispiel 6 

N 3A \N' B29 -Pime!oylinsulin (Rind) 

640 mg krist. Rinderinsulin wurden mit 48,2 mg 
(120 uMol) Pimelinsaure-bis-p-nitrophenylester unter 
den im Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen umge- 
setzt. Nach 44 Stunden wurde die Reaktionsmischung 
aufgearbeitet und das Rohprodukt chromatographiert. 

Auswaagen 

Fraktion 1 194 m g 

Fraktion 2 1 1 1 mg " 

Fraktion 3 288 mg 

(45% der 
Theorie) 

2S0 mg der Fraktion 3 wurden, wie im Beispiel 1 
beschrieben, an SE-Sephadex chromatographiert. Das 
aus der Hauptfraktion (vgl. A b b. 3) isolierte Pro- 
dukt wurde an Sephadex G-25 entsalzt. " 

Ausbeute: 132 mg (20,6% der Theorie). 

r 2 - s = 5970 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung, pH 8,2). 

Elektrophoretische Reinheit: 95%. 

Rins = 0,73. 

Freie Aminogruppe: Phenylalanin. 
Kristallform: Verfilzte Nadeln. 

Beispiel 7 
N lA \N £B:9 -SuberoylinsuIin (Rind) 
640 mg krist. Rinderinsulin wurden mit 49.9 my 
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Hauptfraktion (s. Fig. 3) wurde an Scphadex G-25 
entsalzt, anschlieQcnd bci pH 4,8 isoelektrisch um- 
gefallt und cnneut Iyophilisiert. 

Ausbeute: 138,8 mg (21,6% der Theorie). 

f 2 7 8 = 5110 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 5 
losung, pH 8,2). 

Elektrophoretische Reinheit (pH 2)' 98% 
Ri„ = 0,74. 

Freic Aminogruppen: Phcnylalanin. 

Kristallfonm: Kleine Nadeln. , 0 



B e i s p i e 1 8 

N aA \N< B29 -AzelaoyIinsuIin (Rind) 

640 mg krist. Rinderinsulin wurden mit 51,6 mg 
(120 uMol) Azelainsaure-bis-p-nitrophenylester um- 
gesetzt, wie bei Beispiel 1 beschrieben. Nach der Gel- 
filtration (s. Fi g. 2) wurden erhalten: 

Fraktion 1 166 mg 

Fraktion 2 \2\ m g 

Fraktion 3 31 1 mg 

(48% der 
Theorie) 



0,77. 

Freie Aminogruppen: Phenylalanin. 
Kristallforra: Kleine Nadeln. 



Beispiel9 
N aAJ ,N< B29 -Sebacoylinsulin (Rind) 



Auswaagen 

Fraktion 1 175 mg 

Fraktion 2 143 mg 

Fraktion 3 278 mg 

(43% der 
Theorie) 



•5 
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300 mg der Fraktion 3 wurden an SE-Sephadex 
chromatographiert, wie bei Beispiel 1 beschrieben. 
Die Aufarbeiturig der Hauptfraktion (vgL F i g. 3) 
gab nach dem Entsalzen 134,3 mg Azefaoylinsulin ™ 
(21% der Theorie). 

^278 = 60^0 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung). 

Elektrophoretische Reinheit (pH 2): 94%. 



35 



40 



640 mg krist Rinderinsulin wurden mit 53,3 mg 
(120fxMol) Sebacinsaure-bis-p-nitrophenylester um- 
gesetzt, wie bei Beispiel 1 beschrieben. Abweichend 45 
erfolgte die Aufarbeitung so, daB das Reaktionspro- 
dukt nach der Dialyse durch Gefriertrocknung iso- 
licrt wurde. Das Rohprodukt wurde in 4 ml Eisessis* 
und 16 ml Wasser gelost und wie im Beispiel 1 
chromatographiert. 
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Beispiel 10 



' N aA, ,N e B:9 -Sebacoylinsulin (Schwcin) 
640 mg krist. Schweineinsulin wurden mit 53,3 mu 
(120 ^Mol) Sebacinsaure-bis-p-nitrophenylester um- 
gesetzt, wie im Beispiel 1 beschrieben. Nach 20stiin- 
digern Stehen bei Raumtemperatur wurde aufee- 
arbeitet. 



Auswaagen nach der Gelfiltration 



Fraktion 



190 mg 



Fraktion 2 139 mg 

Fraktion 3 280 m* 

(43,7% der 
Theorie) 

Fraktion 3 enthielt nach der quantitativen elektro- 
phoretischen Analyse 70% Sebacoylinsulin. 

Beispiel 11 

N- M ,N £B:9 -(Bis-N,N'-tert.-butyloxycarbonv!)- 
cystinylinsulin (Rind) 

a) Zu einer Losung von 640 mg krist. Rinderinsulin 
in 75 ml Dimethylsulfcxid und 150 ^1 Tnathylarnin 
wurde unter Ruhren bei Raumtemperatur eine Lo- 
sung von 95,8 mg (120 ^Mol) N,N'-Bis-tert.-butyI- 
oxycarbonyl-cystin-2,4,5-trichIorphenylester in 5 ml 
Dimethyisulfoxid innerhalb von 5 Stunden unter 
Ruhren getropft. Nach 22stundigem Stehen wurde die 
Reaktionsmischung, wie im Beispiel 1 beschrieben, 
aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde an Sephadex 
G-50 in 10%iger Essigsaure chromatographiert. 

Auswaagen ■ • ■' 

Fraktion a 1 191 mg 

Fraktion a 2 132 mg 

Fraktion a3 261 mg 

_ / - 7 ■.. (40,8% der 

; • . : Theorie) 

b) Die Reaktion wurde unter gleichen Bedinuuncen 
wie im Beispiel 11a) gefuhrt, jedoch unter Verwen- 
dung von 110^1 N-Methylmorpholin als Base. 

Auswaagen 

Fraktion b 1 206 mg 

Fraktion b 2 1 59 m" 

Fraktion b 3 272 

(42,5% der 
Theorie) 



250 mg der Fraktion a 3 wurden, wie bei Beispiel 1 
beschrieben, an SE-Sephadex aufgetrennt. Die Haupt- 
fraktion wurde durch Chromatographic an Sepha- 
55 dex G-25 entsalzt. 

Ausbeute: 103,6 mg (16.5% der Theorie). 

f :?s = 5400 (in 0,05 M Arnmuniumbicarbonat- 
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B e i s p i e 1 12 
N aM ,N £B:9 -Cysiinyl-insu!in (Rind) 

40 mg V^N tli: 'MBis-butyloxycarbonyl)-cystmyI- 
insulin (Beispiel 11) wurden 15 Stunden im Vakuum 5 
Liber P ; 0 5 und KOH getrocknet. Dann wurde im 
Zentrifugenrbhrchen mil 0.3 ml Trifiuoressigsa'ure ver- 
setzt und die Losung 1 Stunde bei Raumtcmperatur 
gehalten. Das Protein wurde anschlieBend mit 10 ml 
absolutem Ather ausgefalit, der Ruckstand abzentri- io 
fugiert und mehrfach mit Ather gewaschen. 

Ausbeute nach Trocknen im Vakuum Liber P,0 5 
und KOH: 42 mg (etwa 96% der Theorie). 

>:78 ~ 5560 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losung). , 5 

Elektrophoretische Reinheit (bei pH 2): Einheit- 
lich. 
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beiden Pufferlosungen betrugen jedoch jewcils 700 ml. 
Die Aufarbeitung der Hauptfraktion (vql. Fie. **) 
gab nach dem Entsalzen 139 mg Undecandioviinsulm 
(22,5% der Theorie). 

Papierelektrophorese bei pH 2: Einheitlich. 

' 278 = 5390 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
losuns, pH 8,2). 
= 0,74. 

Freie Aminogruppen : Phcn ylalanin. 
Kristallform: Spharische Partikeln. 



Beispiel 13 



Darstellung von N 3A \N cB29 -(N-Benzyloxy- 
carbonyl)-gIutamyl-insulin (Rind) 

Zu einer Lbsung von 640 mg krist. Rinderinsulin 
in 75 ml Dimethylsulfoxid und 110^1 N-Methylmor- 
pholin wurde innerhalb von 5 Stunden unter Ruhren 
bei Raumtemperatur eine Losung von 62,7 mg 
(120 uMol) N - Benzyloxycarbonyl - glutaminsaure- 
- bis - p-nitrophenylester getropft. Nach 22stun- 
digem Stehen wurde wie im Beispiel 1 aufgearbeitet 
und anschlieBend chromatographiert. 

Auswaagen 

Fraktion 1 106 mg 

Fraktion 2 129 mg 

Fraktion 3 257 mg 

(40,2% der 
Theorie) 

250 mg der Fraktion 3 wurden, wie bei Beispiel 1 
beschrieben t an SE-Sephadex chromatographiert. 
Nach dem Entsalzen durch Chromatograph je an 
Sephadex G-25 wurden erhalten: 105 mg (16,4% der 
Theorie). 

Elektrophoretische Reinheit (pH 2): 95% 
*/„ - 0,76. 

Freie Aminogruppen: Phenylalanin. 

Beispiel 14 
\^ M ,N eBi9 -Undecandioylinsulin (Rind) 
640 mg krist. Rinderinsulin wurden mit 55,0 mg 
( 1 20 llMoI) Undecandisaure - bis - p - nitrophenylester 
umgesetzt, wie bei Beispiel 1 beschrieben, die Reak- 
tionslosung wurde jedoch bereits 18 Stunden nach 
Zugabe des Esters aufgearbeitet. Nach der Gel- 
filtration (s. Fig. 2) wurden erhalten: 
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Beispiel 15 
N aA \ N £B29 -Dodecandioylinsulin (Rind) 

640 mg krist. Rinderinsulin wurden m;t S6 7rrm 
(120aMol) Dodecand isaure - bis - p - nitrophenviester 
umgesetzt, wie bei Beispiel 1 beschrieben, die Reak- 
tionslosung wurde jedoch IS Stunden nach Zuaabe 
des Esters aufgearbeitet. Nach der Gelfiltration wurden 
erhalten: 

Fraktion 1 140 mg 

Fraktion 2 157 m g 

Fraktion 3 276mg 

(43,1% der 
Theorie) 

260 mg der Fraktion 3 wurden an einer Saule 
(2,7 x40 cm) mit SP-Sephadex chromatographiert, 
wie bei Beispiel 1 beschrieben, die Puffervolumina 
30 betrugen jedoch jeweils 700 ml. Die Aufarbeitung 
der Hauptfraktion (vgl. Fig. 3) gab nach dem Ent- 
salzen 108 mg (17,9% der Theorie) Dodecandioyl- 
insulin. 

' 278 = 5870 (in 0,05 M Ammoniumbicarbonat- 
35 losung, pH 8,2). 

Papierelektrophorese (bei pH 2): Einheitlich. 
*/„ = 0,73. 

Freie Aminogruppen : Phenylalanin. 
Kristallform: Spharische Partikeln. 
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N 2A1 , N £B29 -Tridecandioylmsulm (Rind) 

640 mg krist. Rinderinsulin wurden mit 58,4 mg 
45 (1 20 jlMoI) Tridecandisaure - bis - p - nitropheny lester 
umgesetzt, wie bei Beispiel 1 beschrieben, die Reak- 
tionslosung wurde jedoch 18 Stunden nach Zugabe 
des Esters aufgearbeitet. Nach der Gelfiltration wurden 
erhalten : 

50 

Fraktion 1 143 miz 

Fraktion 2 1 54 mg 

Fraktion 3 297 mg 

(46,4%) 

55 290 mg der Fraktion 3 wurden an einer Saule 
(2,7 v 40cm) mit SP-Sephadex chromatographiert. 
wie bei Beispiel 1 beschrieben, die Puffervolumina 
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